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Zusammenfassung 

• C t 

\ H 

Die vorliegende Erfindung betrifft ein Verfahren zur Kultivierung von Zellen unter Verwen- 
dung eines Reaktionssystems, wobei das Reaktionssystem einen Behalter fur Dialyseflussig- 
keit, einen Raum fur die Kultivierung von Zellen sowie ein beide Raume miteinander verbin- 
^^■^ dendes Membranmodul umfaBt, wobei das Membranmodul mindestens zwei durch eine 
Membran getrennte Raume aufweist, deren einer von einer Dialyseflussigkeit und deren ande- 
rer von Zellen enthaltender Kulturflussigkeit durchstromt wird, und ein erstes Gas in die 
Kulturfliissigkeit in dem Raum fur die Kultivierung der Zellen und ein zweites Gas in die 
Kulturflussigkeit im Membranmodul eingetragen wird. 
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Verfahren zur Kultivierung von Zellen, Membranmodul, Verwendung eines Mem- 
branmoduls und Reaktionssystem zur Kultivierung von Zellen 



Die vorliegende Erfindung betrifft ein Verfahren zur Kultivierung von Zellen unter Verwen- 
dung eines Reaktionssystems, wobei das Reaktionssystem einen Behalter fur Dialysefliissig- 
keit, einen Raum fur die Kultivierung von Zellen sowie ein beide Raume miteinander verbin- 
dendes Membranmodul umfaflt, wobei das Membranmodul mindestens zwei durch eine 
Membran getrennte Raume aufweist, deren einer von einer Dialysefliissigkeit und deren ande- 
rer von Zellen enthaltender Kulturfliissigkeit durchstromt wird, und ein erstes Gas in die 
Kulturflussigkeit in dem Raum ftir die Kultivierung der Zellen eingetragen wird. Weiterhin 
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betrifft die Erfindung ein Membranmodul, die Verwendung eines Membranmoduls und ein 
Reaktionssystem zur Kultivierung von Zellen. 

Der Einsatz von Dialysemembranen im Zusammenhang mit der Kultur von Mikroorganismen 
bzw. von tierischen Zellen hat gewisse Vorteile in Bezug auf die erreichbaren Zelldichten 
bzw. der Konzentration der erhaltenen Produkte. Eine~ Zusammenfassung unterschiedlicher 
biotechnischer Produktionsverfahren, bei denen Membranen eingesetzt werden, wird von R. 
Portner und H. Markl (AppL Microbiol. Biotechnol. (1998) 50:403-414) gegeben. Der we- 
sentliche Effekt der Verwendung von Dialysemembranen beruht darauf, daB wachstumshem- 
Ajj^j^k mende Stoffwechselprodukte der eingesetzten Organismen, die wahrend des Wachstums bzw. 

wahrend der Produktion entstehen, iiber eine Membran abgezogen werden. Der Transport 
wird hierbei durch eine Konzentrationsdifferenz der genannten Stoffwechselprodukte ange- 
trieben. In der Europaischen Patentschrift EP 0 632 827 Bl sind ein Verfahren und eine Vor- 
richtung beschrieben, in der die technische Nutzbarmachung des Konzepts erlSutert wird. Ge- 
nauer gesagt wird ein Reaktionssystem beschrieben, das aus mindestens zwei Kammern be- 
steht, die fiber mindestens eine Membran miteinander gekoppelt sind und bei dem die Kultur 
von Mikroorganismen oder pflanzlichen oder tierischen Zellen sich in der einen Kammer be- 
findet und die wachstumshemmenden Stoffwechselprodukte aus dieser Kammer in die L6- 
sung der anderen Kammer gelangen. 

i Der dort beschriebene Einbau einer Dialysemembran direkt in den fur die Kultur der Orga- 
nismen vorgesehenen Raum ist im LabormaBstab (2-1-MaBstab) technisch gelost (vergl. auch 
R. Portner und H. MSrkl, aaO.). Das Scale-up dieser Technik in den ProduktionsmaBstab bis 
zu mehreren m 3 beinhaltet jedoch Schwierigkeiten, die bis heute noch nicht beherrscht wer- 
den. Der Kern des Problems kann einfach eriautert werden. Es werden Membranen mit mog- 
lichst geringen Wandstarken (von wenigen |im bis zu 100 \im) angestrebt, da diese eine hohe 
Dialyseleistung besitzen. Diese Membranen verfiigen jedoch nur fiber eine begrenzte mecha- 
nische Festigkeit. Die mechanische Belastung im Kulturraum ist jedoch bei schnell wachsen- 
den aeroben Organismen sehr hoch, da es notwendig ist, groBe Mengen von Lufl bzw. Sauer- 
stofFfiir die Versorgung der Organismen einzutragen. Gleichzeitig mfissen groBe Mengen von 
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Kohlendioxid abtransportiert werden. Dieses bedingt einen hohen Energieeintrag durch Ruh- 
ren in der GroBenordnung von lOkW/m 3 , wodurch die dtinnen Membranen stark belastet 
werden. 

In dieser Hinsicht wesentlich unproblematischer ist eine andere, ebenfalls bekannte Anord- 
nung, wie sie in Fig. 1 dargestellt ist. Hier ist die Dialysemembran 3 in einem eigenen Mem- 
branmodul 8 auBerhalb des Kulturraumes 2 untergebracht. Die Kulturfltissigkeit wird mit Hil- 
fe einer Pumpe 10 durch das Membranmodul 8 gepumpt. Entsprechend wird das Membran- 
modul 8 iiber eine zweite Pumpe 9 mit Dialysefliissigkeit aus dem Behalter 1 versorgt. Das 
Scale-up dieser Anordnung in den groBen ProduktionsmaBstab ist unproblematisch, da die 
Anordnung im wesentlichen aus drei voneinander unabhangigen Einheiten, zwei Behalter und 
einem Membranmodul, besteht, die unabhangig von einander dimensioniert werden konnen. 
Diese Anordnung hat jedoch, wie von Ogbonna, J. Ch. und Markl, H.. (Biotechnology and 
Bioengineering, Vol. 41, S. 1092-1100 (1993)), am Beispiel dichter E.coli-Kulturen gezeigt 
wurde, den erheblichen Nachteil, daB ein Teil der Mikroorganismen fur eine gewisse Zeit den 
Kulturraum 2 verlaBt und wahrend der Dialyse im Membranmodul 8 nicht mit Sauerstoff ver- 
sorgt wird. Im zitierten Beispiel wird die Zeit, die ein bestimmter Organismus auf seinem 
Weg durch das Dialysemodul auBerhalb des begasten Kulturraumes verbringt, mit 1 1 Sekun- 
den angegeben. Als Folge dieser sich wiederholenden zeitlich begrenzten Unterversorgung 
verringert sich die erreichbare Zelldichte auf einen Wert von 110 g Trockengewicht/Liter. In 
einer allerdings nicht Scale-up-fahigen Anordnung mit in den Kulturraum integrierter Mem- 
bran, also bei zeitlich ununterbrochener Sauerstoffversorgung, wird unter sonst gleichen Be- 
dingungen eine Organismendichte von 160 g Trockengewicht/Liter erreicht. 

Der Erfindung liegt die Aufgabe zugrunde, das im Stand der Technik bekannte Reaktionssy- 
stem fur die Kultivierung von Zellen nach Fig. 1, das mindestens einen Raum fur die Kultive- 
riung von Zellen (2), einen Behalter fur Dialysefliissigkeit (l)und ein dazwischengeschaltetes 
Membranmodul (8), durch das wachstumshemmende StofFe aus der Kulturfltissigkeit in die 
Dialyseflussigleit gelangen, umfaflt, so weiter zu entwickeln, daB h6here Zelldichten erreicht 
werden. 
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Eine weitere Aufgabe bestand in der Bereitstellung eines zur Durchfuhrung des erfindungs- 
gemaBen Verfahren geeigneten Reaktionssystems. 

ErfindungsgemaB wird die Aufgabe gelost durch ein Verfahren zur Kultivierung von Zellen 
unter Verwendung eines Reaktionssystems, wobei das Reaktionssystem einen Behaiter fiir 
Dialysefliissigkeit, einen Raum fur die Kultivierung von Zellen sowie ein beide Raume mit- 
einander verbindendes Membranmodul umfaBt, wobei das Membranmodul mindestens zwei 
durch eine Membran getrennte Raume aufweist, deren einer von einer Dialysefliissigkeit und 
deren anderer von Zellen enthaltender Kulturfliissigkeit durchstromt wird, und ein erstes Gas 
in die Kulturfliissigkeit in dem Raum fur die Kultivierung der Zellen eingetragen wird und ein - 
zweites Gas in die Kulturfliissigkeit im Membranmodul eingetragen wird. 

In einer Ausfuhrungsform des erfindungsgemaflen Verfahrens ist vorgesehen, daB eine direkte 
Begasung der im Membranmodul befindlichen Kulturfliissigkeit erfolgt, indem das zweite 
Gas direkt in die Kulturfliissigkeit im Membranmodul eingetragen wird. 

In einer alternativen Ausfuhrungsform des erfindungsgemaBen Verfahrens ist vorgesehen, daB 
eine indirekte Begasung der im Membranmodul befindlichen Kulturfliissigkeit erfolgt, indem 
das zweite Gas in die Dialysefliissigkeit in dem Behaiter fur die Dialysefliissigkeit eingetra- 
gen wird und von dort iiber die Membran des Membranmoduls in die im Membranmodul be- 
findliche Kulturfliissigkeit gelangt. 

In einer bevorzugten Ausfuhrungsform der erfindungsgemaBen Verfahren erfolgt neben der 
direkten Begasung gleichzeitig die indirekte Begasung. 

In einer Ausfuhrungsform umfaBt das Membranmodul mindestens ein Gaszufuhrmittel und 
fiihrt das Gaszufuhrmittel das zweite Gas zu mindestens einem der durch die Membran ge- 
trennten, eine Fliissigkeit fuhrenden Raume zu. 
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Dabei ist bevorzugt, dafi das Gaszufuhrmittel eine Austrittsoffiiung aufweist, die sich insbe- 
sondere in dem die Kulturflussigkeit fuhrenden Raum des Membranmoduls befindet. 

In einer besonders bevorzugten Ausfuhrungsform ist das Gaszufuhrmittel ein Rohrchen. 

In einer ganz besonders bevorzugten Ausfuhrungsform ist das Gaszufuhrmittel als Duse aus- 
gebildet. 

In einer Ausfuhrungsform ist vorgesehen, dafi die Membran des Membranmoduls aus einem 
Material besteht, das ausgewahlt ist aus der Gruppe, die regenerierte Cellulose, Polyamid, 
Polypropylen und Polysuifon umfafit. 

In einer weiteren Ausfuhrungsform ist vorgesehen, dafi das Membranmodul ein Plattenmodul 
ist. 

In einer Ausfuhrungsform des erfindungsgemafien Verfahrens wie auch des erfindungsgema- 
Ben Membranmoduls ist vorgesehen, dafi die Membran des Membranmoduls eine Dialyse- 
membran ist. 

Dabei ist besonders bevorzugt, dafi das Material der Dialysemembran Cuprophan ist. 

In einer bevorzugten Ausfuhrungsform der erfindungsgemafien Verfahren sieht das Mem- 
branmodul bedingt durch sein Flachen-Volumen-Verhaltnis und/oder seinen Permeabilitats- 
koeffizienten fur das Gas einen flir die Zellen ausreichenden Gasaustausch vor. 

In einer Ausfuhrungsform ist dabei vorgesehen, dafi das Flachen-Volumen-Verhaltnis minde- 
stens etwa 5 m 2 pro Liter, insbesondere mindestens 10 m 2 pro Liter betrSgt. 

In einer bevorzugten Ausfuhrungsform betragt das Flachen-Volumen-Verhaltnis etwa 13 m 2 
pro Liter betragt. 
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In einer weiteren Ausfuhrungsform betragt der SauerstofF-Permeabilitatskoeffizient etwa 
0,066 cm pro Minute oder mehr. 

In eine Ausfuhrungsform kann vorgesehen sein, daB der Behalter fur Dialyseflussigkeit ein 
Mittel zum Zufuhren von Gas und/oder zum Abfuhren von Gas aufweist. 

Weiterhin kann bei den erfindungsgemaBen Verfahren vorgesehen sein, daB das Membran- 
modul, der Raum fur die Kultivierung der Zellen und/oder der Behalter fur Dialyseflussigkeit 
^^^^ einen erhohten Druck aufweist. 

Bei den erfindugsgemaBen Verfahren kann vorgesehen sein, daB das erste und zweite Gas 
einzeln und unabhangig voneinander ausgewahlt ist aus der Gruppe, die Luft, Sauerstoff, 
Stickstoff, Kohlendioxid und Mischungen davon umfaBt. 

In einer bevorzugten Ausfuhrungsform ist das zweite Gas Sauerstoff. 

In einer alternativen Ausfuhrungsform ist das zweite Gas Kohlendioxid. 

Bei den erfindungsgemaBen Verfahren kann vorgesehen sein, daB die Zellen ausgewahlt sind 
m m aus der Gruppe, die mikrobielle Zellen, Pilzzellen, tierische Zellen und pflanzliche Zellen 
^^^F umfaBt. 

Ganz besonders bevorzugt ist, wenn die Zellen Zellen von Escherichia coli sind. 

Weiterhin wird die Aufgabe gelost durch ein Membranmodul welches mindestens zwei durch 
eine Membran getrennte Raume umfaBt und jeder Raum mit einer Flussigkeit durchstromt 
wird, die Fliissigkeit in einem Raum Dialyseflussigkeit und in dem anderen Raum Kulturfliis- 
sigkeit ist, und wobei das Membranmodul mindestens ein Gaszufuhrmittel umfaBt und das 
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Gaszufiihrmittel in mindestens einem der durch die Membran getrennten Raume eine Aus- 
trittsoffiiung aufweist. 

In einer Ausfuhrungsform ist vorgesehen, daB die Membran rohrenformig ausgebildet ist und 
durch ihr Volumen einen der beiden Raume ausbildet. 

Dabei kann weiterhin vorgesehen sein, daB der Durchmesser des durch die rohrenformige 
Membran ausgebildeten Raumes etwa 3-10 mm, bevorzugt 6-8 mm, betragt. 

In einer Ausfuhrungsfonn umfaBt das erfindsungsgemaBe Membranmodul mehrere durch eine 
rohrenformige Membran ausgebildete Raume. 

In einer weiteren Ausfuhrungsform befindet sich in mindestens einem der durch die rohren- 
formige Membran ausgebildeten Raume eine Austrittsoffiiung des Gaszufuhrmittels. 

Dabei kann vorgesehen sein, daB sich dig Austrittsoffiiung des Gaszufuhrmittels in einem 
Raum aufierhalb des/der durch die rohrenformige Membran ausgebildeten Raumes/Raume 
befindet. 

In einer bevorzugten Ausfiihrungsform ist das Gaszufuhrmittel ein Rohrchen. 

In einer ganz besonders bevorzugten Ausfiihrungsform ist das Rohrchen konzentrisch in dem 
Raum angeordnet. 

Bei dem erfindugsgemafien Membranmodul kann vorgesehen sein, daB das Rohrchen einen 
Innendurchmesser von 0,2 mm bis 3 mm aufweist. 

In einer besonders bevorzugten Ausfiihrungsform ist die Austrittsoffiiung des Gaszufuhrmit- 
tels als Duse ausgebildet. 
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Die Aufgabe wird erfindungsgemaB auch durch die Verwendung des erfindungsgemaBen 
Membranmoduls einem Verfahren nach der Erfindung gelost. 

Desweiteren wird die Aufgabe gelost durch die Verwendung eines Membranmoduls, welches 
einen Gaspermeabilitatskoeffizienten, der hoch genug ist, urn eine ausreichende Gasversor- 
gung wahrend der Passage der Kulturflussigkeit durch das Membranmodul oder einen ausrei- 
chenden Gasaustausch in der im Membranmodul befindlichen Kulturflussigkeit zu gewahrlei- 
sten, und/oder ein geeignet hohes Flachen-Volumen-Verhaltnis aufweist, urn eine ausreichen- 
de Gasversorgung wahrend der Passage der Kulturflussigkeit durch das Membranmodul oder 
einen ausreichenden Gasaustausch in der im Membranmodul befindlichen Kulturflussigkeit 
V W zu gewahrleisten. 

Genauere Angaben zu den beiden genannten Faktoren und wie diese zu bestimmen sind, er- 
gibt sich aus der Beschreibung der Figuren und auch aus der Beschreibung der hierin offen- 
barten Verfahren. 

Desweiteren wird die Aufgabe erfindungsgemaB gelost durch ein Reaktionssystem zur Kulti- 
vierung von Zellen umfassend einen Behalter fur Dialyseflussigkeit, einen Raum fur die Kul- 
tivierung von Zellen und mihdestens ein dazwischen geschaltetes Membranmodul, wobei das 
Membranmodul eine ausreichende Gasversorgung wahrend der Passage der Kulturflussigkeit 
a durch das Membranmodul oder einen ausreichenden Gasaustausch in der im Membranmodul 
^§5^ befindlichen Kulturflussigkeit gewahrleistet. 

In einer bevorzugten Ausfuhrungsform ist das Membranmodul ein erfindungsgemaBes Mem- 
branmodul. 

In einer weiteren Ausfiihrungsform enthalt der Behalter fur Dialyseflussigkeit mindestens 
eine Begasxmgseinrichtung. 




BOEHMERT & BOEriMERT 
-9- 



In einer noch weiteren Ausfuhrungsform weist die Membran des Membranmoduls einen Gas- 
permeabilitatskoeffizienten, der hoch genug ist, urn eine ausreichende Gasversorgung wah- 
rend der Passage der Kulturflussigkeit durch das Membranmodul oder einen ausreichenden 
Gasaustausch in der im Membranmodul befindlichen Kulturflussigkeit zu gewahrleisten 
und/oder ein geeignet hohes Flachen-Volumen-Verhaltnis auf, um eine ausreichende Gasver- 
sorgung wahrend der Passage der Kulturflussigkeit durch das Membranmodul oder einen aus- 
reichenden Gasaustausch in der im Membranmodul befindlichen Kulturflussigkeit zu ge- 
wahrleisten. 

Der Erfindung liegt die iiberraschende Kenntnis zugrunde, daB durch Begasimg der zu kulti- 
vierenden Zellen wahrend der Passage durch das Membranmodul die zeitlich begrenzte Un- 
terversorgung der Zellen mit Gas, insbesondere mit Sauerstoff im Falle von aeroben oder fa- 
kultativ aeroben Zellen, vermieden wird und somit hohere Zelldichten erreicht werden. 

Der prinzipielle Aufbau des im Rahmen des erfindungsgemaBen Verfahrens verwendeten 
Reaktionssystems ist in Fig. 2 dargestellt/Obwohl in Fig. 2 nur ein Membranmodul darge- 
stellt ist, kann das Reaktionssystem selbstverstandlich mehrere parallel geschaltete Mem- 
branmoduleinheiten umfassen. 

Im Rahmen des erfindungsgemaBen Verfahrens kann dabei vorgesehen sein, daB der erfor- 
derliche Gasaustausch oder die erforderliche Gaszufuhr, bspw. in Form der Zufuhr von Sauer- 
stoff im Falle von aeroben oder fakultativ aeroben Organismen, direkt zu der im Membran- 
modul enthaltenen Kulturflussigkeit erfolgt. Dies wird hierin als direkte Begasung bezeichnet. 
Die direkte Begasung kann dabei so erfolgen, daB Gas direkt fiber ein in das Membranmodul 
integriertes Gaszufuhrmittel (15,16) der - in der Regel Zellen enthaltenden - Kulturflfissig- 
keit zugefuhrt wird. Zu diesem Zweck kann im Rahmen der Erfindung das erfindungsgemaBe 
Membranmodul verwendet werden bzw. dieses in dem Reaktionssystem, wie es im Rahmen 
des erfindungsgemaBen Verfahren verwendet wird, umfaBt sein. 
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Alternativ kann bei dem erfindungsgemaBen Verfahren der erforderliche Gasaustausch in der 
im Membranmodul enthaltenen Kulturflussigkeit oder die dorthin erforderliche Gaszufuhr, 
wie sie hierin beschrieben ist, durch eine indirekte Begasung erfolgen. Die indirekte Bega- 
sung oder Gasversorgung erfolgt durch eine Begasung der Dialysefliissigkeit 18 im Behalter 
fur Dialysefliissigkeit 1. Hierbei wird eine Gaszu- 21 und Gasabfuhrleitung 22 sowie in der 
Regel ein Riihrwerk 23 eingesetzt. Die mit Gas angefeicherte Dialysefliissigkeit wird iiber 
eine Pumpe 9 durch das Membranmodul 8 gepumpt und kann fiber die Membran 3 das Gas an 
die Kulturflussigkeit abgeben. Wichtige Parameter fur die indirekte Begasung sind neben der 
Gaseintragsleistung in den Behalter mit Dialysefliissigkeit der Permeabilitatskoeffizient der 
A^^^ Membran des Membranmoduls fur das jeweils betrachtete, d.h. eingetragene Gas und das Fla- 
MjU W chen-Volumen- Verhaltnis des Membranmoduls. 

Dabei ist es im Rahmen der Erfindung, daB bei dem erfindungsgemaBen Verfahren beide 
Formen der Begasung gleichzeitig angewandt werden, wobei es jedoch durchaus Phasen bei 
der Kultivierung der Zellen geben kann, wo auch nur eine der beiden Begasungsfomen ange- 
wandt wird. 

Die ausschlieBlich direkte Begasung wie auch die ausschlieBliche indirekte Begasimg stellen 
somit Extremfalle dar. 

Afl^ Je nach dem Verhaltnis der fur die Begasung zur Verfugxmg stehenden Membranflache sowie 
deren Durchlassigkeit fur das zu transportierende Gas und dem zu begasenden im Membran- 
modul 8 befindlichen Kulturvolumen, wird der Anteil der direkten (fiber die Gaszufuhrmittel 
15,16) und der indirekten (fiber die Membran 3) Begasung unterschiedlich sein. Dabei ist 
grundsatzlich auch die in den Behalter mit Dialysefliissigkeit, genauer die darin enthaltene 
Dialyseflussigkeit, eintragbare Menge des betrachteten Gases zu berucksichtigen. 

Ist beispielsweise durch die indirekte Begasung durch das Membranmodul 8 bedingt durch 
sein hohes Flachen-Volumen- Verhaltnis und/oder den hohen Penneabilitatskoeffizienten der 
eingesetzten Membran fur das in Frage stehende Gas, insbesondere SauerstofF im Falle von 
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aeroben und fakultativ aeroben Zellen, eine ausreichende Gasversorgung iiber die Membran 
moglich, kann die direkte Begasung iiber ein gesondertes Gaszufiihrmittel bzw. unter Ver- 
wendung des hierin offenbarten Membranmoduls entfallen. 

Im allgemeinen kann die in den beschriebenen Membranmodulen eingesetzte Membran unab- 
hangig vom Begasungstyp aus Cuprophan (regenerierte Zellulose), Polyamid, Polypropylen, 
Polysulfon oder anderen natiirlichen oder synthetischen StofFen bestehen. Es kann sich dabei 
urn eine Dialysemembran (AusschluBgroBe („cut off): 10.000 Dalton), urn eine mikroporose 
Membran (AusschluBgroBe : 0,2 |am) oder urn Membranen handeln, deren Durchlassigkeit 
(cut off) dazwischen liegt. 

Die vom Fachmann in diesem Zusammenhang anzustellenden Uberlegungen werden in den 
Beispielen veranschaulicht. 

Die Erfindung wird nun im folgenden anhand der beigefugten Zeichnuhgen weiter erlautert, 
wobei sich daraus weitere Vorteile imd Ausfuhrungsformen der Erfindung ergeben. Es zeigt 

Fig. 1 ein Reaktionssystem nach dem Stand der Technik zur Kultivierung von Zellen 
umfassend einen Kulturraum 2, einen Behalter fiir Dialyseflussigkeit 1 und ein eine 
Dialysemembran 3 enthaltendes separates Membranmodul 8; 

Fig. 2 das erfindungsgemaBe Reaktionssystem, das im Rahmen des erfindungsgema- 
Ben Verfahrens verwendet wird, 

Fig. 3 das erfindungsgemaBe Membranmodul; und 

Fig. 4 ein Plattenmodul der Finna Gambro Medizintechnik GmbH. 
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Fig. 1 , die den grundlegenden Aufbau des gattungsgemaBen Reaktionssystems darstellt, wo- 
bei jene Version aufgezeigt wird, bei der das eine Dialysemembran 3 enthaltende Membran- 
modul 8 auBerhalb des Kulturraumes 2 untergebracht ist, wurde bereits in der Einleitung der 
Beschreibung kurz diskutiert. 

Kulturraum 2 enthait Kulturflussigkeit 17, und im angeimpften Zustand die zu kultivierenden 
Zellen, die uber Zuleitung 5 mit Sauerstoff versorgt werden. Die Sauerstoffversorgung kann 
dabei so erfolgen, daB Luft, Luft-Sauerstoff-Gemische oder reiner Sauerstoff zugeflihrt wird. 
Die an der Austrittsstelle der Zuleitung 5 gebildeten Gasblaschen 7 steigen in der Kulturflus- 
M sigkeit nach oben, wobei sie durch das Riihrwerk 4 im Kulturraum 2 weiter dispergiert wer- 

^jjjW den. Die verbleibenden Gase, ggf. gemeinsam mit den gasformigen Reaktionsprodukten wer- 
den sodann uber Ableitung 6 aus dem Kulturraum abgeleitet. Kulturraum 2 ist iiber Leitung 
13 und 14 mit dem die Dialysemembran 3 enthaltenden Membranmodul 8 verbunden. Mittels 
Pumpe 10 wird Kulturflussigkeit aus Kulturraum 2 in das Membranmodul gefordert und von 
dort uber Leitung 14 wieder Kulturraum 2 zugeflihrt. Der Behalter ftir Dialyseflussigkeit 1 ist 
mit Dialyseflussigkeit gefullt und iiber Leitung 11 und 12 mit dem Dialysemembran 3 ent- 
haltenden Membranmodul 8 verbunden. Vermittels Pumpe 9 wird Dialyseflussigkeit aus dem 
BehSlter ftir Dialyseflussigkeit 1 durch das Membranmodul 8 gefordert und uber Leitung 12 
dem Behalter fur Dialyseflussigkeit 1 wieder zugeflihrt. 

Bei dieser schematischen Darstellung sind weitere Einrichtungen ftir das Reaktionssystem, 
wie sie den Fachleuten gelaufig sind, nicht dargestellt, wie z. B. MeBeinrichtungen, Probe- 
nahmeeinrichtungen, Einrichtungen zur Medienzu- und -abfuhr sowie zur Substratzufuhr und 
-abfiihr, Einrichtungen zum Austausch der Dialyseflussigkeit und dergleichen. 

Bei dem erfindungsgemaBen Verfahren kann dabei das in Fig. 2 dargestellte erfindungsgema- 
Be Reaktionssystem verwendet werden, welches eine Weiterentwicklung des in Fig. 1 ge- 
zeigten Reaktionssystems darstellt. Es umfaBt einen Behalter ftir Dialyseflussigkeit, einen 
Raum fiir die Kultivierung der Zellen und ein dazwischengeschaltetes Membranmodul, wel- 
ches als Dialysemodul fungiert. Das Membranmodul kann entweder das erfindungsgemaBe 
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Membranmodul, wie in einer Ausfiihrungsform in Fig. 3 dargestellt, sein oder ein Membran- 
modul mit einem GaspermeabilitatskoefSzienten, der hoch genug ist, urn eine ausreichende 
indirekte Gasversorgung wahrend der Passage der Kulturfltissigkeit durch das Membranmo- 
dul zu gewahrleisten und/oder ein geeignet hohes Flachen-Volumen-Verhaltnis aufweist, urn 
eine ausreichende Gasversorgung wahrend der Passage der Kulturfltissigkeit durch das Mem- 
branmodul zu gewahrleisten, das erfindungsgemaB in dem erfindungsgemaBen Reaktionssy- 
stem verwendet wird. Es ist jedoch auch moglich, daB beide Begasungsarten gleichzeitig ver- 
wendet werden und sodann das Reaktionssystem wie in Fig. 2 dargestellt ausgestaltet ist. 

Im folgenden werden die verschiedenen realisierbaren Begasungarten diskutiert. Sofern dabei 
Luft oder Sauerstoff als Gas angegeben wird, ist der jeweils angesprochene Aspekt nicht auf 
dieses spezielle Gas beschrankt, sondem dient lediglich der beispielhaften Veranschauli- 
chung. Im Rahmen der vorliegenden Erfindung ist die Verwendung prinzipiell eines jeden 
Gases moglich. 

Die direkte Begasung wird dabei so realisiert, daB im Membranmodul im unteren Bereich der 
rohrenformigen Membranen Rohrchen 16 als Gaszuftihrmittel konzentrisch angeordnet wer- 
den, die in diesem Fall die Gaszufiihrmittel darstellen. Durch diese Rohrchen wird in der vor- 
liegenden Ausfiihrungsform unter erhohtem Druck sauerstoffhaltiges Gas in den Membranin- 
nenraum, d. h. den durch die rohrenformige Membran ausgebildeten Raum, eingebracht, der 
Kulturfltissigkeit zusammen mit den zu kultivierenden Zellen enthalt. Die Rohrchen sind im 
vorliegenden Fall untereinander durch eine Zuftihrleitung 15 verbunden. Die RShrchen, deren 
Innendurchmesser 0,2 - 3 mm betragt, konnen im GasauslaBbereich eine Verengung enthal- 
ten, die als Duse ausgebildet sein kann, urn die Menge des ausstromenden Gases zu begren- 
zen. Durch die Zufiihrleitung 15 wird der Organismenkultur Luft zugefuhrt, der auch Sauer- 
stoff zugemischt werden kann. Es ist auch moglich, fur die Begasung reinen Sauerstoff einzu- 
setzen. Weiterhin ist es moglich, das Membranmodul insgesamt unter einen erhohten Druck 
zu setzen, urn den Partialdruck des Sauerstoffs im beschriebenen Gasgemisch zu erhohen und 
damit die SauerstoflEzufuhr in die die Organismen enthaltende Suspension ebenfalls zu erho- 
hen. 
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Die indirekte Begasung erfolgt dabei in dem erfindungsgemaBen Verfahren dadurch, daB das 
DialysegefaB 1 uber eine Gaszufuhr 21 begast und damit die Dialyseflussigkeit mit Sauerstoff 
angereichert wird. Das beziiglich Sauerstoff abgereicherte Gas verlaBt den Dialysebehalter 
uber die Leitung 22. Die sauerstoffhaltige Dialyseflussigkeit wird uber die Pumpe 9 in das 
Membranmodul 8 transportiert, wo der Sauerstoff ilber die Dialysemembran an die die zu 
kultivierenden Zellen, bspw. Mikroorganismen, enthaltende Suspension abgegeben wird. Die 
indirekte Gasversorgung, d.h. Sauerstoffversorgung hangt wesentlich vom Transportvermo- 
gen der Membran im vorliegenden Fall fur Sauerstoff und/oder der verfugbare Membranfla- 
^^^^che im Verhaltnis zu dem zu versorgenden Volumen. 

Diese Eigenschaften besitzt das Membranmodul der Firma Gambro, wie es in Fig. 4 schema- 
tisch dargestellt ist. Hierbei werden flache Membranen 3 in einem gewissen Abstand ange- 
ordnet, wobei jeweils zwei Membranen einen Raum ausbilden, der von der Kulturfliissigkeit 
17 durchstromt wird. Der AuBenbereich wird vom Dialysat 18 durchstromt. Die Membranen 
werden durch eine Stiitzstruktur 19 gehalten^ 

Eine detaillierte Beschreibung des Membranmoduls wird im Zusammenhang mit Fig. 4 gege- 
ben. 

A ^ Wie bereits ausgeftihrt kann im Rahmen des erfindungsgemaBen Verfahrens neben der direk- 
ten Begasung auch eine indirekte Begasung unter Verwendung eines wie in Fig. 4 gezeigten 
Membranmoduls erfolgen. Dabei kann auch vorgesehen sein, daB die indirekte Begasung uber 
die Dialyseflussigkeit entfallen kann, wenn die direkte Begasung ausreicht Umgekehrt kann 
auch die direkte Begasung fiber das mit Gaszufuhrmitteln versehene Membranmodul, wie es 
in Fig. 3 beschrieben ist, entfallen, wenn das Membranmodul infolge seines hohen Fl&chen- 
Voliimen-Verhaltnisses und gunstigen Transportverhaltens eine axisreichende Versorgung mit 
Gas gewShrleistet. 
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Die Betriebsweise des aufgezeigten Reaktionssystems, seine apparatetechnische Ausstattung 
und das unter seiner Verwendung realisierbare Verfahren zur Kultivierung von Zellen ent- 
spricht ansonsten sinngemaB jener bzw. jenem, wie im Zusammenhang mit der erfindungs- 
gemaBen Vorrichtung in Fig. 1 dargestellt. 

Tatsachlich haben Experimente mit der Kultur von E.coli und der in Fig. 2 angegebenen An- 
ordnung unter Verwendung des in Fig. 4 dargestellten Membranmoduls und der dort disku- 
tierten Sauerstoffversorgung in eigenen Experimenten hervorragende Ergebnisse erbracht. Die 
erreichten Zelldichten von 160 g Trockengewicht/Liter entsprechen jenen, die mit einem Re- 
aktionssystem erreicht werden, bei dem die Membran direkt in den Reaktionsraum integriert 
war. Die Experimente zeigen, daB eine Beeintrachtigung des Wachstums durch zeitlich befri- 
steten Sauerstoffinangel nicht auflritt. 

Sollte in einem Fall eine weitere Erhohung der Sauerstoffversorgung ttber die Membran ge- 
wunscht sein, so stehen hierfur weitere MaBnahmen zur Verfugung. Es ist beispielsweise 
moglich, durch eine Leitung 20 (Fig. 2) zusatzlich gasformigen Sauerstoff in das Membran- 
modul auf Seiten der Dialyseflussigkeit einzutragen. Dieser lost sich im Verlauf der Mem- 
branpassage in der Dialyseflussigkeit. Somit erhoht sich das fur die Sauerstoffversorgung 
maBgebliche Konzentrationsgefalle (ci-C2)Mittei. 

Eine Erhohung der Sauerstoffkonzentration im Dialysat ist auch moglich, in dem das gesamte 
Druckniveau der Anordnung nach Fig. 2 angehoben wird. Bei einer Verdoppelung des Drucks 
vom Druckniveau der Umgebung von 10 5 Pa auf 21 0 5 Pa, urn ein Beispiel zu nennen, lassen 
sich auch die entsprechenden Sauerstofifgehalte im Dialysat verdoppeln. Damit erhoht sich 
entsprechend die Sauerstoffversorgung des Kulturmediums im Membran- bzw. Dialysemodul 
(Die BegrifTe Membranmodul lmd Dialysemodul konnen hierin synonym verwendet werden.) 

Bei dem erfindungsgemaBen Verfahren zum Kultivieren von Zellen sind ein oder mehrere der 
folgenden Schritte umfaBt, wobei die Kultivierung in einem derartigen gattungsgemaBen Re- 
aktionssystem den Fachleuten auf dem Gebiet prinzipiell bekannt ist: a) Bereitstellen eines 
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Reaktionssystems umfassend ein KulturgefaB (Kulturraum), ein externes Membranmodul, 
welches die erfindungsgemaBe Vorrichtung, d.h. das erfindungsgemaBe Membranmodul oder 
ein kommerziell erhaltliches Membranmodul mit den erforderlichen Eigenschaften (Flachen- 
Volumen-Verhaltnis, Sauerstoffpermeabilitatskoeffizient) und einen Behalter fur Dialyseflus- 
sigkeit umfaBt, wobei das Reaktionssystem, wie auch die darin enthaltenen Flussigkeiten, 
bevorzugt sterilisiert wurde, b) Inokulieren des KulturgefaBes mit den zu kultivierenden Zel- 
len, c) Bereitstellen einer geeigneten Temperatur, Substrat- und Sauerstoffversorgung, d) Fiih- 
ren der Kulturflussigkeit, die die zu kultivierende Zellensuspension enthalt, aus dem Kultur- 
gefaB durch die Dialysevorrichtung und Riickfuhren der Kulturflussigkeit zum KulturgefaB 
M unter gleichzeitigem Kreisfuhren der Dialyseflussigkeit aus dem Behalter fur Dialyseflussig- 

wjUj|= keit durch die Dialysevorrichtung zuriick in den Behalter fur Dialyseflussigkeit, wobei die 
beiden Fliissigkeitsstrome bevorzugt im Gegenstrom gefuhrt werden, und e) Ernten der kulti- 
vierten Zellen. 

Obwohl die vorstehenden Ausfuhrungen weitestgehend im Zusammenhang mit der Kultivie- 
rung von Mikroorganismen, insbesondere Exoli, erfolgt sind, ist die Verwendung der erfin- 
dungsgemafien Vorrichtung, der Reaktionssysteme oder des Verfahrens in keinster Weise 
darauf beschrankt. 

Bei den im Zusammenhang mit der Vorrichtung, der Verwendung, den Reaktionssystemen 
M k> ujj^ fe n Verfahren der vorliegenden Erfindung verwendeten Zellen konnen auch photosyn- 
^^J^ thetische Zellen verwendet werden, unabhangig davon, ob es sich dabei urn prokaryontische 
oder eukaryontische Zellen, mithin urn photosynthetisch aktive mikrobielle oder pflanzliche 
Zellen handelt. 

Ein Aspekt der vorliegenden Erfindung betriffi somit die Versorgung von Zellen mit Sauer- 
stoff. 

Ein anderer Aspekt der vorliegenden Erfindung betriffi die Beseitigung von Gasen bzw. gas- 
fbrmigen Stoffwechselprodukten, wie sie in Kulturen von Zellen auftreten. Dabei spielt die 
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Uberlegung eine Rolle, daB der Vorgang des Eintragens von Gasen im Prinzip, zumindest was 
die physiko-chemischen Vorgange dabei anbelangt, ahnlich dem des Austragens von Gasen 
ist. Dabei kann unter dem Einflufl des Einfuhrens, insbesondere Einblasen, eines Gases, ein 
anderes oder gleiches Gas aus der Fliissigkeit entfernt werden. Im vorliegenden Fall kann 
dieses Fliissigkeit die Kulturraumflussigkeit (Medium) und/oder die Dialyseflussigkeit sein. 
Insoweit kann die erfindungsgemaBe Vorrichtung dazu verwendet werden, Gase aus der Fliis- 
sigkeit in dem/den Reaktionssystem(en) oder einem Teil davon zu entfemen. Dies gilt auch 
fur den Fall der erfindungsgemaBen der Verwendung eines Membranmoduls. 

Beispielhaft seien einige derartige Kultivierungssysteme angefuhrt, bei denen sich das Strip- 
pen gasformiger Stoffwechselprodukte als vorteilhaft erwiesen hat. 

Bei photosynthetisch aktiven Zellen, beispielsweise pflanzlichen Zellen oder Algen, wird ty- 
pischerweise Kohlendioxid dem Kulturmedium zugesetzt. Dies kann unter Verwendung eines 
entsprechend ausgelegten Membranmoduls oder der erfindungsgemaBen Vorrichtung erfol- 
gen, wobei fur die Auslegung der Begasungs vorrichtung bzw. des verwendeten membranmo- 
duls Berechnungen anzustellen sind, die ahnlich den obigen zur Sauerstoffversorgung von 
Escherichia coli-Kulturen sind, und den Fachmann in die Lage versetzen, die erforderliche 
Menge an Kohlendioxid der Kultur zuzufuhren. Gleichzeitig ist es bei hochdichten Kulturen 
derartiger Zellen erforderlich, den infolge der photosynthetischen Aktivitat der Zellen ent- 
standenen Sauerstoff aus dem Medium zu entfernen. Auch dies kann durch die erfindungsge- 
maBe Vorrichtung bzw. Verwendung eines Membranmoduls bewerkstelligt werden. Die Be- 
gasung wird, unter Einstellung geeigneter Partialdrucke, typischerweise unter Verwendimg 
eines Gemisches aus Luft und Kohlendioxid erfolgen. 



Ein weiteres Beispiel fur den Aspekt der Erfindung betreflfend das Entfemen von Gasen aus 
Fliissigkeiten gemaB der vorliegenden Erfindung stellt die Kultivierung von Pyrococcus dar. 
Hier ist die Begasimg mit Stickstofi^ oder einem Gemisch aus Stickstoffund Kohlendioxid fur 
das Erreichen hoher Zelldichten erfolgreich. Die entsprechende Ofifenbarung hierzu von Kra- 
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he, M. FEMS Microbiology reviews 18 (1995) 271 - 285 wird hierin durch Bezugnahme auf- 
genommen. 

Der Fachmann wird somit, wann immer die Gaszufiihr bzw. -abfuhr fur die Kultivierung von 
Zellen hilfreich oder erforderlich scheint, oder mit anderen Worten, der Gasstoffwechsel einer 
Kultur von Bedeutung fur die Kultivierung der Zellen ist, auf die Vorrichtung, Verwendung, 
Reaktionssysteme und Verfahren nach der vorliegenden Erfindung zuriickgreifen (konnen). 

Bei dem erfindungsgemafien Verfahren kann das vorbeschriebene Reaktionssystem verwen- 
det werden. Dabei kann vorgesehen sein, daB entweder das Behaltnis 1 mit der Dialyseflus- 
sigkeit oder das eigentliche KulturgefaB, d. h. der Kulturraum, oder beide, batchweise, semi- 
kontinuierlich, oder kontinuierlich betrieben werden. Neben der Begasung in der erfindungs- 
gemaBen Vorrichtung kann die Begasung im Kulturraum und/oder im Behalter ftlr Dialyse- 
flussigkeit, genauer in der Dialyseflussigkeit (oder Dialysat 18) erfolgen. Im KulturgefaB 
konnen prinzipiell jegliche Formen von Zellen kultiviert werden, d. h. prokaryontische und 
eukaryontische Zellen, insbesondere MikroQrganismen, Pilzzellen, tierische Zellen und Pflan- 
zenzellen. Im KulturgefaB liegen die Zellen typischerweise in Suspension vor. Hinsichtlich 
der Betriebsweise, insbesondere des KulturgefaBes, ist jede denkbare Futterungsstragie mog- 
lich, so beispielsweise und insbesondere auch fedbatch oder split feed strategy, die beispiels- 
weise beschrieben ist Ogbonna, J. Ch. und Markl, H.; Biotechnology and Bioengineering Vol. 
41, S. 1092 - 1100 (1993), deren Offenbarungsgehalt hierin vollumfanglich aufgenommen 
wird. Dabei wird entsprechend den Nahrstoffbedingungen der Kultur selektiv die ansonsten 
limitierenden Substrate, wie beispielsweise eine Kohlenstoffquelle, eine Stickstoffquelle 
und/oder bestimmt Salze hinzugefugt. 

Fig. 3 zeigt das erfindungsgemaBe Membranmodul, das als Membranmodul 8 beispielsweise 
in das in Fig. 1 oder Fig. 2 gezeigte Reaktionssystem eingebaut werden kann, d. h. als sepa- 
rates Membranmodul 8 zwischen Kulturraum 2 und den Behalter fur Dialyseflussigkeit 1 zwi- 
schengeschaltet werden kann. 
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Der Aufbau des Membranmodules 8 besteht aus insgesamt zwei Gruppen von Raumen, die 
jeweils in einer Mehrzahl vorhanden sind, zum einen jene Raume, in denen sich Kulturfliis- 
sigkeit 17 befindet bzw. durch die diese stromt, und zum anderen jene Raume, die die Dialy- 
sefliissigkeit enthalten. Im vorliegenden Fall bildet die Dialysemembran im Membranmodul 8 
Rohren aus, hierin summarisch als rohrenformige Membran bezeichnet, innerhalb derer die 
Kulturflussigkeit gefuhrt wird. Die dazwischen liegenden Raume, durch das Membranmateri- 
al von der. Kulturflussigkeit getrennt, werden von der Dialysefliissigkeit durchstromt. Das 
Modul ist iiber die Zuleitung 13 und die Ableitung 14 mit dem KulturgefaB verbunden. Im 
Falle einer Suspensionskultur im Kulturraum 2 durchstromen die Zellen hierbei das Innere der 
rohrenformigen Membran(en) von unten nach oben. Die Membranauflenwand wird von der 
Dialysefliissigkeit umstromt, die iiber die Leitungen 11 und 12 mit dem Behalter fur Dialyse- 
fliissigkeit 1 ausgetauscht wird. Insoweit bilden Zuleitung 13 und Ableitung 14 und Zuleitung 
1 1 und Ableitung 12 jeweils einen Satz fur die Zu- und Abfuhr von fliissigem Medium zu und 
von dem durch die rohrenformige(n) Membran(en) ausgebildeten Raum bzw. zu und von dem 
auBerhalb des durch die rohrenformige(n) Membran(en) ausgebildeten Raumes gelegenen 
Raum. In der vorliegenden Ausfiihrungsfonn ist dabei vorgesehen, daB fur die beiden Seiten 
des Dialysemoduls, d. h. Dialysefliissigkeit bzw. zu dialysierende Flussigkeit, d. h. Kultur- 
flussigkeit, nur jeweils eine Zu- bzw. Ableitung vorgesehen ist. Es ist jedoch auch moglich, 
jeweils mehrere dieser Zu- bzw. Ableitungen auf einer jeden Seite vorzusehen. 

Sofem das erfindungsgemaBe Membranmodul in dem erfindungsgemaBen Reaktionssystem 
eingebaut vorliegt, wird eine Druckerhohung im Membranmodul zweckmaBigerweise durch 
eine gleichzeitige Erhohung des Drucks im Behalter fur Dialysefliissigkeit 1 und dem Kultur- 
raum 2 erreicht. Durch diese MaBnahme ist es moglich, wie eigene Experimente gezeigt ha- 
ben, eine Sauerstoffversorgung im notwendigen Bereich zwischen 5 und 15 g/(l h) [d.h. kg O2 
pro m 3 Kulturflussigkeit und Stunde] ohne weiteres zu realisieren 

Das Gas oder Gasgemisch stromt das durch die Zufuhrleitung 15 durch den Innenraum der 
Membran 3, verlaBt das Membranmodul durch die Ableitung 14, gelangt von dort in das 
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KulturgefaB 2 und verlaBt dieses zusammen mit dem Abgas des ebenfalls mit Sauerstoff ver- 
sorgten Kulturraums 2 durch die Offhung 6 im Deckel des Kulturraums 2. 

Das Gas wird iiber die Rohrchen 16 in den Innenraum der Membran 3 unter einem gewissen 
Uberdruck eingebracht. Abhangig von der Hohe des Uberdruckes erhalt das Gas eine gewisse 
Geschwindigkeit, mit der es in die die Mikroorganismen enthaltende Suspension eintritt. Da 
das Gas durch die Fliissigkeit abgebremst wird, ubertragt sich ein Impuls auf die Flussigkeit, r 
die zur Forderung der Flussigkeit im Inneren der rohrenformigen Membran 3 beitragt. Ein 
weiterer Fordereffekt entsteht aufgrund des hohen Gasgehalts, der sich im Membraninnen- 
raum einstellt. Da dieser Gasgehalt bei entsprechend starker Gaszufixhr hoher als im eigentli- 
chen Kulturraum 2 ist, stellt sich ein zusatzlicher Pumpeffekt ein (Mammutpumpeneffekt). 
Aus diesem Grund kann bei entsprechend hoher Begasung des Membranmoduls auf die For- 
derpumpe 10 in einem die erfindungsgemaBe Vorrichtung enthaltenden Reaktionssystem ver- 
zichtet werden. 

Das Membranmodul 8 wird im Regelfall moglichst nahe am Kulturraum 2 angebracht, damit 
die unbegaste Zufuhrleitung 13 zwischen Kulturraum und Membranmodul moglichst kurz ist 
und demzufolge die in der Kulturflussigkeit enthaltenen Zellen nur moglichst kurz den Be- 
dingungen einer nicht optimalen Gasversorgung ausgesetzt sind. 

Figur 4 zeigt einen Querschnitt durch ein Membranmodul, das erfindungsgemaB fur das Be- 
gasen von Kulturflussigkeit fur die Kultivierung von Zellen verwendet werden kann- Der in 
Fig. 4 konkret dargestellte Querschnitt stammt von einem kommerziell erhaltlichen Platten- 
modul mit der Bezeichnung Gambro LunDia: Alpha 600 der Firma Gambro Medizintechnik 
GmbH. Das Membranmaterial ist Cuprophan®. Die Wandstarke der Membran betragt 8 Jim 
(im trockenen Zustand), die Membranflache betragt 1,3 m 2 und die Anzahl der Membranlagen 
pro Modul betragt 70. Das Volumen des Raumes 17, der bei einem erfindungsgemaBen Be- 
trieb Kulturflussigkeit und Zellen enthalt, betragt 100 ml. 
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Derartige Membranmodule werden derzeit lediglich in der Hamodialyse verwendet und zu 
diesem Zweck hergestellt, nicht jedoch bei der Kultivierung von Zellen und insbesondere 
nicht in einem Reaktionssystem der gattungsgemaBen Art, wie dies schematisch fur den Fall, 
dafl das Membranmodul als eigenstandige Einheit angeordnet ist, in Fig. 1 und Fig. 2 darge- 
stellt ist. 

Im Rahmen voir Untersuchungen wurde uberraschenderweise festgestellt, daB unter be- 
stimmten Voraussetzungen auch diese kommerziell erhaltlichen Membranmodule dann ver- 
wendet werden konnen, wenn infolge ihres Flachen-Volumen-Verhaltnisses und des Permea- 
bilitatskoeffizienten fur Sauerstoff eine fur die Zellen ausreichende indirekte Sauerstoffver- 
sorgung gewahrleistet wird. 

Hierzu sind einige im folgenden angefuhrte Uberlegungen anzustellen und insbesondere die 
Permeabilitatskoeffizienten fur Sauerstoff zu bestimmen, was jedoch im Rahmen der Fahig- 
keiten des Durchschnittsfachmannes erfolgen kann. Die Bestimmung von Permeabilitats- 
koeffizienten ist zum Beispiel fur die Verbindung Glycerin beschrieben in Markl, H. et al. 
Appl. Microbiol. Biotechnol. (1993) 39: 48-52. 

Bei dem beispielhaft hier angesprochenen Plattenmodul Gambro LunDia Alpha 600 ermog- 
iicht die vorgegebene Konstruktion ein extrem hohes Verhaltnis von Membranflache zu zu 
versorgendem Volumen. 

Die aktive Membranflache betragt bei der Ausfuhrung LunDia Alpha 600 1,3 m 2 . Das Volu- 
men des mit Sauerstoff zu versorgenden Raumes betragt 100 ml, so daB das Flachen- 
Volumen- Verhaltnis 

F/V = 13 m 2 /l (LunDia) 

betragt. 

Im Vergleich sei das entsprechende Flachen- Volumen- Verhaltnis fiir ein Membranrohrchen 
angegeben, wie es in der in Fig. 2 skizzierten Anordnung eingesetzt wird. In diesem Fall mufi 
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der Innenraum des Rohrchens versorgt werden. Als TransportflSche steht die MantelflSche 
der zylinderformigen Membranflache zur Verfugung. Am Beispiel eines Rohrchens mit 5 mm 
Durchmesser errechnet sich 



F/V = 0,8 m 2 /l (5 mm Rohrchen) 
Bei einem Rohrchendurchmesser von nur 1 mm erhalt man einen Wert von 



F/V = 4 m 2 /l (1 mm Rohrchen). 

^^^^ Eine Beispielrechnung zeigt, dafi mit dem Membranmodul LunDia Alpha 600 tatsachlich uber 
die Membran eine ausreichende indirekte Sauerstoffversorgung erreicht werden kann: 



Der Sauerstofftransport, bezogen auf das zu versorgende Volumen, betr&gt: 




Hierbei istFA^= 13 m 2 /L 

P ist der Permeabilitatskoeffizient. Dieser wurde in eigenen Experimenten fur eine Membran, 
Typ Cuprophan, wie sie im genannten Modul eingesetzt wird, zu P = 0,066 cm/min bestimmt. 
Dieser Wert gilt fur eine Membran der Dicke 20 ^im (Dicke gemessen im trockenen Zustand). 
Im Membranmodul LunDia Alpha 600 wird eine Cuprophan-Membran der Dicke 8 y.m einge- 
setzt, so daB der tatsachliche Permeabilitatskoeffizient eher hoher liegt und die vorgestellte 
Rechnung einen eher „unteren" Wert ergibt. 



Das Konzentrationsgefalle (ci-c 2 ) uber die Membran wird mit 



(ci-c 2 )Mittci = 11,45 mg/1 
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angeiiommen. In diesem Rechenbeispiel wird davon ausgegangen, daJ3 dem Membranmodul 
aus dem Behalter fur Dialyseflussigkeit 1 ein Dialysat mit einem Sauerstoffgehalt von 30 
mg/1 zuflieBt. Hierbei wird angenommen, daB der Behalter mit reinem Sauerstoff begast wird 
(die Sattigungskonzentration fur reinen Sauerstoff betragt ca. 32 mg/1). Im Membranmodul 
wird das Dialysat auf eine Konzentration von 4 mg/1 abgereichert. Mit dieser Konzentration 
wird das Dialysat wieder dem Behalter zugefuhrt. Es ist also auf der Dialysatseite mit einem 
Sauerstoffgehalt Ci zu rechnen, der sich von 30 mg/1 (Moduleingang) auf 4 mg/1 (Modulaus- 
gang) verringert. Der Sauerstoffgehalt auf der Kulturseite soli bei einem fur das Wachstum 
m ^ der Organismen ausreichenden Wert von konstant c 2 = 1 mg/1 liegen. Mit diesen Annahmen 
^fe^W berechnet sich 

/_ N iplEingang ~ C 2 )~ ip\Ausgang ~~ C 2 ) 11 AC n 

K c \ " c 2 )mnei = TJT -TJT = 1L45 m § /1 

W\ C \Eingan S " ^2 j'VlAusgang ~ C 2 )) 

Mit den angenommenen Daten ergibt sich ein Wert fur die auf das Kulturvolumen bezogenen 
Sauerstoffversorgung von 



5 = 5.9g/(lh). 

m Da der tatsachliche Permeabilitatskoeffizient, der die Durchlassigkeit der Membran fur Sauer- 
stoff angibt, in der Realitat wegen der geringen Membrandicke von nur 8 jxm deutlich uber 
dem in der Rechnung angenommenen Wert von 0,066 cm/min liegt, wird in der Realitat eine 
bessere Sauerstoffversorgung der Organismensuspension in der Membran erreicht werden, als 
er hier rechnerisch angegeben wird Es kann also davon ausgegangen werden, daB die Sauer- 
stoffversorgung von Mikroorganismen in einem extemen Membranmodul uber die Membran, 
wenn das Flachen-Volumen-Verhaltnis ausreichend groB ist und eine gute Permeabilitat der 
Membran fur Sauerstoff vorliegt, in einem Bereich liegt, der als „ausreichend" anzusehen ist. 
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Der Begriff „ausreichend" orientiert sich am Bedarf der jeweiligen Zellen bzw. an der Ver- 
sorgung, wie sie in dem KulturgefaB 2 realisiert wird. Bei der technischen Kultur von E. coli 
Zellen, urn ein Beispiel zu nennen, sind Werte ublich, die im Bereich zwischen 5 und 15 g / (1 
h) liegen. 

Aufgrund dieser Zusammenhange kann der Fachmaiuf in Kenntnis bzw. nach Bestimmung 
des Sauerstoffpermeabilitatskoeffizienten sowie des Flachen-Volumen-Verhaltnisses des je- 
weils verwendeten Moduls leicht ermitteln, ob dieses flir die erfindungsgemaBe Verwendung 
geeignet ist. Fur den Fall, daB mit dem Membranmodul die erwiinschte Versorgung mit Gas 
Afl^ nicht gewahrleistet werden kann, kann ein Membranmodul nach Fig. 3 verwendet werden und 
V W dann sowohl eine indirekte als auch direkte SauerstoffVersorgung vorgenommen werden. 

Die vorstehend geschilderten Zusammenhange wurde vom Erfinder vollig ilberraschend er- 
kannt und insbesondere die Moglichkeit, das ansonsten lediglich ftir die Hamodialyse ver- 
wendete System in dem gattungsgemaflen Reaktionssystem als separates Membranmodul ein- 
zusetzen, wobei, wie im Zusammenhang mit Fig. 2 weiter erlautert ist, der Sauerstoffeintrag 
in die Dialyseflussigkeit von Behalter 1 erfolgt und die solchermafien angereicherte Dialyse- 
flussigkeit genugend Sauerstoff transportiert, urn den Kulturraum 2 bzw. die darin enthaltenen 
Zellen zu versorgen und, in einem weiteren Aspekt, insbesondere die bei der Passage des 
Membranmoduls unter Sauerstofflimitierung leidenden Zellen in hinreichender bzw. erfor- 
m ^ derlicher Weise mit Sauerstoff zu versorgen, so dafi die in der Kulturflussigkeit erzielbare 
Zelldichte nicht durch die besagte Sauerstofflimitierung bei der Passage der Zellen durch das 
Membranmodul begrenzt wird. Zwar war die Verwendung von Dialysemembranen zur Ent- 
femxmg von toxischen Stoffwechselprodukten, wie auch eingangs bereits ausgefuhrt, bekannt, 
jedoch war nicht bekannt, daB bei Verwendung von entsprechenden Membranen gleichzeitig 
die vorstehend geschilderte SauerstoffVersorgung gewahrleistet werden kann. Es besteht so- 
mit ein Zusammenhang zwischen der erfindungsgem&Ben Vorrichtung sowie der erfindungs- 
gemaBen Verwendung dergestalt, daB das zu losende Problem darin bestand, eine Sauerstoff- 
limitierung der Zellen wahrend deren Passage durch das Membranmodul zu vermeiden. Dies 
wird im Falle der erfindungsgemaBen Vorrichtung dadurch erreicht, daB bevorzugt in den 
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Innenraum der membranformigen Membranen SauerstofF eingeblasen wird und im Falle der 
erfindungsgemaBen Verwendung der kommerziell erhaltlichen Plattenmodule solche ausge- 
wahlt werden mit einem ausreichend groflen Flachen-Volumen-Verhaltnis sowie ausreichend 
hohem Sauerstoffpermeabilitatskoeffizienten, so daB die im BehSltnis fiir die Dialyseflussig- 
keit 1 mit Sauerstoff angereicherte Dialyseflussigkeit diesen fiber die Dialysemembran an die 
durch das Membranmodul passagierenden Zellen abgeben kann. In beiden Fallen wird das 
Problem der Sauerstofflimitierung der das Membranmodul passierenden Zellen gelost. 

Ein vorstehend beschriebenes imd in Fig. 4 schematische dargestelltes Membranmodul kann 
in dem gattungsgemaBen Reaktionssystem verwendet werden, wie dies beispielsweise in Fig. 
2 dargestellt ist. 

Die in der vorstehenden Beschreibung, den Anspriichen sowie den Zeichnungen offenbarten 
Merkmale der Erfindung konnen sowohl einzeln als auch in beliebigen Kombinationen fur die 
Verwirklichung der Erfindung in ihren verschiedenen Ausfuhrungsformen wesentlich sein. 
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Bezugszeichenliste 

1 Behalter fiir Dialysefliissigkeit 

2 Kulturraum 

3 Dialysemembran 

4 Riihrwerk (im Kultuiraum) 

5 Gaszufuhrleitung 

6 Abluftleitung 
Gasblaschen 
Membranmodul 
Pumpe (fur Dialysefliissigkeit) 

1 0 Pumpe (fur Kulturflussigkeit) 

1 1 Leitung (filr Dialysefliissigkeit) 

12 Leitung (fur Dialysefliissigkeit) 

1 3 Leitung (fur Kultursuspension) 

14 Ableitung (fur Kultursuspension) 

1 5 Zufuhrleitung (fiir Rohrchen 1 6) 

16 Rohrchen 

17 Kulturflussigkeit 

18 Dialysefliissigkeit 
Stutzstrukturen 

20 Leitung (zum Membranmodul) 

21 Gaszufuhrleitung 

22 Abluftleitung 

23 Ruhrwerk (im Behalter fur Dialysefliissigkeit) 
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MOnchen, 



21. Septemberl999 



Professor Dr. Herbert Markl, Kleckener Kirchweg 27, 21218 Seevetal 

Verfahren zur Kultivierung von Zellen, Membranmodul, Verwendung eines Mem 
branmoduls und Reaktionssystem zur Kultivierung von Zellen 



Anspriiche 



1. Verfahren zur Kultivierung von Zellen unter Verwendung eines Reaktionssystems, 
wobei das Reaktionssystem einen Behalter fur Dialysefliissigkeit, einen Raum fur die 
Kultivierung von Zellen sowie ein beide Raume miteinander verbihdendes Membran- 
modul umfafit, wobei das Membranmodul mindestens zwei durch eine Membran ge- 
trennte Raume aufweist, deren einer von einer Dialysefliissigkeit und deren anderer 
von Zellen enthaltender Kulturfltissigkeit durchstromt wird, und ein erstes Gas in die 
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Kulturflussigkeit in dem Raum fur die Kultivierung der Zellen eingetragen wird, da- 
durch gekennzeichnet, daB ein zweites Gas in die Kulturflussigkeit im Membranmodul 
eingetragen wird. 

Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB eine direkte Begasung der 
im Membranmodul befindlichen Kulturflussigkeit erfolgt, indem das zweite Gas direkt 
in die Kulturflussigkeit im Membranmodul eingetragen wird. 

Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB eine indirekte Begasung der 
im Membranmodul befindlichen Kulturflussigkeit erfolgt, indem das zweite Gas in die 
Dialyseflussigkeit in dem Behalter fur die Dialyseflussigkeit eingetragen wird und 
von dort ttber die Membran des Membranmoduls in die im Membranmodul befindli- 
che Kulturflussigkeit gelangt. 

Verfahren nach Anspruch 2 oder 3, dadurch gekennzeichnet, daB neben der direkten 
Begasung gleichzeitig die indirekte Begasung erfolgt. 

Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 4, dadurch gekennzeichnet, daB das Mem- 
branmodul mindestens ein Gaszufiihrmittel umfaBt und das Gaszufiihrmittel das 
zweite Gas zu mindestens einem der durch die Membran getrennten, eine Fliissigkeit 
fuhrenden Raume zufuhrt. 

Verfahren nach Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet, daB das Gaszufiihrmittel eine 
Austrittsoffhung aufweist, die sich insbesondere in dem die Kulturflussigkeit fuhren- 
den Raum des Membranmoduls befindet. 

Verfahren nach Anspruch 5 oder 6, dadurch gekennzeichnet, daB das Gaszufiihrmittel 
ein RShrchen ist. 
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8. Verfahren nach einem der Anspriiche 5 bis 7, dadurch gekennzeichnet, daB das Gaszu- 
fiihnnittel als Duse ausgebildet ist. 

9. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 8, dadurch gekennzeichnet, daB die Mem- 
bran des Membranmoduls aus einem Material besteht, das ausgewahlt ist der Gruppe, 
die regenerierte Cellulose, Polyamid, Polypropylen und Polysulfon umfaBt. 

10. Verfahren nach Anspruch 1 bis 4 und 9, dadurch gekennzeichnet, daB das Membran- 
modul ein Plattenmodul ist. 

11. Verfahren nach Anspruch 10, dadurch gekennzeichnet, daB die Membran des Mem- 
branmoduls eine Dialysemembran ist. 

12. Verfahren nach Anspruch 11, dadurch gekennzeichnet, daB das Material der Dialyse- 
membran Cuprophan ist 

13. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 12, dadurch gekennzeichnet, daB das 
Membranmodul bedingt durch sein Flachen-Volumen-Verhaltnis und seinen Permea- 
bilitatskoeffizienten fur das Gas einen fur die Zellen ausreichenden Gasaustausch vor- 
sieht. 

14. Verfahren nach Anspruch 13, dadurch gekennzeichnet, daB das Flachen-Volumen- 
Verhaltnis mindestens etwa 5 m 2 pro Liter, insbesondere mindestens 10 m 2 pro Liter 
betragt. 

15. Verfahren nach Anspruch 14 dadurch gekennzeichnet, daB das Flachen-Volumen- 
Verhaltnis etwa 13 m 2 pro Liter betragt. 

16. Verfahren nach einem der Anspriiche 13 bis 15, dadurch gekennzeichnet, daB der Sau- 
erstoff-Permeabilitatskoeffizient etwa 0,066 cm pro Minute oder mehr betragt. 
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17. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 16, dadurch gekennzeichnet, daB der Be- 
halter fur Dialyseflussigkeit ein Mittel zum Zufiihren von Gas und/oder ein Mittel zum 
Abfuhren von Gas aufweist. 

18. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 17, dadurch gekennzeichnet, daB das 
Membranmodul, der Raum fur die Kultivierung der Zellen und/oder der Behalter fur 
Dialyseflussigkeit einen erhohten Druck aufweist. 

19. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 18, dadurch gekennzeichnet, daB das erste 
und zweite Gas einzeln und unabhangig voneinander ausgewahlt sind aus der Gruppe, - 
die Luft, Sauerstoff, Stickstoff, Kohlendioxid und Mischungen davon umfaBt. 

20. Verfahren nach Anspruch.19, dadurch gekennzeichnet, daB das zweite Gas Sauerstoff 
ist. 

21. Verfahren nach Anspruch 19, dadurch gekennzeichnet, daB das zweite Gas Kohlendi- 
oxid ist. 

22. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 21, dadurch gekennzeichnet, daB die Zellen 
ausgewahlt sind aus der Gruppe, die mikrobielle Zellen, Pilzzellen, tierische Zellen 
und pflanzliche Zellen umfaBt. 

23. Verfahren nach Anspruch 22, dadurch gekennzeichnet, daB die Zellen Zellen von 
Escherichia coli sind. 

24. Membranmodul welches mindestens zwei durch eine Membran getrennte RSume um- 
faBt und jeder Raum mit einer Flussigkeit durchstrSmt wird, wobei die Flussigkeit in 
einem Raum Dialysefliissigkeit und in dem anderen Raum Kulturflussigkeit ist, da- 
durch gekennzeichnet, daB das Membranmodul mindestens ein Gaszufuhrmittel urn- 
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fafit und das Gaszufuhrmittel in mindestens einem der durch die Membran getrennten 
Raume eine Austrittsoffiiung aufweist. 

25. Membranmodul nach Anspruch 24, dadurch gekennzeichnet, daB die Membran roh- 
renformig ausgebildet ist und durch ihr Volumen einen der beiden Raume ausbildet. 

26. Membranmodul nach Anspruch 25, dadurch gekennzeichnet, daB der Durchmesser des 
durch die rohrenformige Membran ausgebildeten Raumes etwa 3-10 mm, bevorzugt 
6-8 mm, betragt. 

27. Membranmodul nach Anspruch 25 oder 26, dadurch gekennzeichnet, daB das Mem- 
branmodul mehrere durch eine rohrenformige Membran ausgebildete Raume umfaBt. 

28. Membranmodul nach Anspruch 27, dadurch gekennzeichnet, daB sich in mindestens 
einem der durch die rohrenformige Membran ausgebildeten Raume eine Austrittsoff- 
nung des Gaszufuhrmittels befindeW 

29. Membranmodul nach einem der Anspriiche 24 bis 28, dadurch gekennzeichnet, daB 
sich die Austrittsoffiiung des Gaszufuhrmittels in einem Raum auBerhalb des/der 
durch die rohrenformige Membran ausgebildeten Raumes/Raume befindet. 

30. Membranmodul nach einem Anspriiche 24 bis 29, dadurch gekennzeichnet, daB das 
Gaszufuhrmittel ein Rohrchen ist. 

31. Membranmodul nach Anspruch 30, dadurch gekennzeichnet, daB das Rohrchen kon- 
zentrisch in dem Raum angeordnet ist. 

32. Membranmodul nach Anspruch 30 oder 31, dadurch gekennzeichnet, daB das Rohr- 
chen einen Innendurchmesser von 0,2 mm bis 3 mm aufweist. 
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33. Membranmodul nach einem der Anspriiche 24 bis 32, dadurch gekennzeichnet, daB 
die AustrittsSffhung des Gaszufuhrmittels als Duse ausgebildet ist. 

34. Verwendung des Membranmoduls nach einem der Anspriiche 24 bis 33 als Mem- 
branmodul in einem Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 23. 

35. Reaktionssystem zur Kultivierung von Zellen umfassend einen Behalter fur Dialyse- 
flussigkeit, einen Raum fur die Kultivierung von Zellen und mindestens ein dazwi- 
schen geschaltetes Membranmodul, wobei das Membranmodul eine ausreichende 
Gasversorgung wahrend der Passage der Kulturflussigkeit durch das Membranmodul 
oder einen ausreichenden Gasaustausch in der im Membranmodul befindlichen Kultur- - 
fltxssigkeit gewahrleistet. 

36. Reaktionssystem nach Anspruch 35, dadurch gekennzeichnet, daB das Membranmodul 
ein solches nach einem der Anspriiche 24 bis 33 ist. 

37. Reaktionssystem nach Anspruch 35 oder 36, dadurch gekennzeichnet, daB der BehSl- 
ter fur Dialyseflussigkeit mindestens eine Begasungseinrichtung enthalt. 

38. Reaktionssystem nach Anspruch 35 oder 37, dadurch gekennzeichnet, daB die Mem- 
bran des Membranmoduls einen Gaspermeabilitatskoeffizienten aufweist, der hoch 
genug ist, urn eine ausreichende Gasversorgung wahrend der Passage der Kulturfliis- 
sigkeit durch das Membranmodul oder einen ausreichenden Gasaustausch in der im 
Membranmodul befindlichen Kulturflussigkeit zu gewahrleisten und/oder ein geeignet 
hohes Flachen-Volumen-Verhaltnis aufweist, urn eine ausreichende Gasversorgung 
wahrend der Passage der Kulturfltissigkeit durch das Membranmodul oder einen aus- 
reichenden Gasaustausch in der im Membranmodul befindlichen Kulturflussigkeit zu 
gewahrleisten. 




Fig. 3 



